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基于标准汤剂的马兰草配方颗粒质量评价研究
何燕玲,向家俊,安加文,梁玉婷,刘珈羽,陈 浩,李慧馨

(国药集团同济堂(贵州)制药有限公司,贵州贵阳 550009)

摘 要:为实现马兰草配方颗粒生产全过程的质量控制,建立了基于标准汤剂的马兰草配方颗粒质

量评价方法。依据中药饮片标准汤剂的制备要求,制备了15批马兰草标准汤剂及3批配方颗粒,
定量计算隐绿原酸、咖啡酸、阿魏酸、3,5-O-二-咖啡酰奎宁酸和4,5-O-二-咖啡酰奎宁酸的含量,并
采用超高效液相色谱法(ultra

 

performance
 

liquid
 

chromatography,UPLC)建立马兰草的特征图谱

并进行分析。结果表明:15批马兰草标准汤剂(S1—S15)和3批配方颗粒(KL1—KL3)的 UPLC
 

指纹图谱有23个共有峰,相似度评价、层次聚类分析(
 

hierarchical
 

clustering
 

analysis,HCA)、主成分

分析表明,马兰草配方颗粒和标准汤剂成分相似;15
 

批马兰草标准汤剂(S1—S15)的出膏率为

18.84%~32.52%,隐绿原酸、咖啡酸、阿魏酸、3,5-O-二-咖啡酰奎宁酸和4,5-O-二-咖啡酰奎宁酸的

质量分数分别为
 

0.42~0.83、
 

0.37~0.95、
 

0.29~0.61、
 

0.08~0.18和0.19~0.44
 

mg/g,5种成分

从饮片到标准汤剂的转移率分别为33.77%~82.62%、28.44%~65.96%、30.98%~71.08%、
26.29%~77.87%和25.91%~60.79%;3

 

批马兰草配方颗粒(KL1—KL3)中5种成分从饮片到配方

颗粒的转移率分别为47.96%~50.82%、32.89%~39.45%、42.48%~43.89%、26.94%~33.96%和

33.32%~35.57%,与饮片到标准汤剂的转移率基本一致。所提出的马兰草标准汤剂的制备工艺可

行,建立的标准汤剂特征图谱及含量测定方法稳定,可为马兰草配方颗粒的质量标准研究提供依据。
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Abstract:To
 

achieve
 

quality
 

control
 

throughout
 

the
 

entire
 

production
 

process
 

of
 

Kalimeris
 

indica (L.)Sch.-Bip.
 

formula
 

granules,
 

a
 

quality
 

evaluation
 

method
 

based
 

on
 

standard
 

decoction
 

was
 

established
 

for
 

Kalimeris
 

indica (L.)Sch.-Bip.
 

formula
 

granules.
 

According
 

to
 

the
 

preparation
 

requirements
 

of
 

standard
 

decoction
 

for
 

traditional
 

Chinese
 

medicine,
 

15
 

batches
 

of
 

Kalimeris
 

indica (L.)Sch.-Bip.
 

standard
 

decoction
 

and
 

three
 

batches
 

of
 

formula
 

granules
 

were
 

prepared.
 

The
 

contents
 

of
 

cryptochlorogenic
 

acid,
 

caffeic
 

acid,
 

ferulic
 

acid,3,5-O-di-caffeoylquinic
 

acid,
 

and
 

4,5-O-di-caffeoylquinic
 

acid
 

were
 

quantitatively
 

calculated,
 

and
 

the
 

characteristic
 

chromatogram
 

of
 

Kalimeris
 

indica (L.)Sch.-Bip.
 

was
 

established
 

and
 

analyzed
 

using
 

ultra-
high

 

performance
 

liquid
 

chromatography.
 

The
 

results
 

show
 

that
 

there
 

were
 

23
 

common
 

peaks
 

in
 

the
 

UPLC
 

fingerprint
 

spectra
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of
 

15
 

batches
 

of
 

Kalimeris
 

indica (L.)Sch.-Bip.
 

standard
 

decoction
 

(S1-S15)
 

and
 

three
 

batches
 

of
 

formula
 

granules
 

(KL1-
KL3).

 

Similarity
 

evaluation,
 

HCA,
 

and
 

PCA
 

indicate
 

that
 

the
 

components
 

of
 

Kalimeris
 

indica (L.)Sch.-Bip.
 

formula
 

granules
 

are
 

similar
 

to
 

those
 

of
 

the
 

standard
 

decoction.
 

The
 

extract
 

yield
 

of
 

15
 

batches
 

of
 

Kalimeris
 

indica (L.)Sch.-Bip.
 

standard
 

decoction
 

(S1-S15)
 

range
 

from
 

18.84%
 

to
 

32.52%.
 

The
 

mass
 

fractions
 

of
 

cryptochlorogenic
 

acid,
 

caffeic
 

acid,
 

ferulic
 

acid,
 

3,5-O-di-caffeoylquinic
 

acid,
 

and
 

4,5-O-di-caffeoylquinic
 

acid
 

are
 

0.42~0.83,
 

0.37~0.95,
 

0.29~0.61,
 

0.08~0.18,
 

and
 

0.19~0.44
 

mg/g,
 

respectively.
 

The
 

transfer
 

rates
 

of
 

the
 

five
 

components
 

from
 

the
 

decoction
 

pieces
 

to
 

the
 

standard
 

decoction
 

are
 

33.77%~82.62%,
 

28.44%~65.96%,
 

30.98%~71.08%,
 

26.29%~77.87%,
 

and
 

25.91%~60.79%,
 

respectively.
 

The
 

transfer
 

rates
 

of
 

the
 

five
 

components
 

from
 

the
 

decoction
 

pieces
 

to
 

the
 

formula
 

granules
 

in
 

the
 

three
 

batches
 

of
 

Kalimeris
 

indica (L.)Sch.-Bip.
 

formula
 

granules
 

(KL1-KL3)
 

are
 

47.96%~50.82%,
 

32.89%~39.45%,
 

42.48%~
43.89%,

 

26.94%~33.96%,
 

and
 

33.32%~35.57%,
 

respectively,
 

which
 

are
 

basically
 

consistent
 

with
 

the
 

transfer
 

rates
 

from
 

the
 

decoction
 

pieces
 

to
 

the
 

standard
 

decoction.
 

The
 

proposed
 

preparation
 

process
 

of
 

Kalimeris
 

indica (L.)Sch.-Bip.
 

standard
 

decoction
 

is
 

feasible,
 

and
 

the
 

established
 

characteristic
 

fingerprint
 

spectrum
 

and
 

content
 

determination
 

methods
 

of
 

the
 

standard
 

decoction
 

are
 

stable,
 

providing
 

a
 

basis
 

for
 

the
 

quality
 

standard
 

research
 

of
 

Kalimeris
 

indica (L.)Sch.-Bip.
 

formula
 

granules.
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granules;fingerprint
 

spectrum;hierarchical
 

clustering
 

analysis
 

(HCA);principal
 

component
 

analysis;quality
 

evaluation

  马兰草始载于《本草纲目拾遗》,为菊科植物马

兰Kalimeris
 

indica
 

(L.)
 

Sch.-Bip.
 

的干燥全草,
其性味辛、苦、寒,具有凉血止血、理气消食、解毒消

肿的功效,多用于治疗胃脘胀痛、热毒血痢、风热感

冒、淋浊、急性咽炎、痢疾、肠炎等症[1-5]。马兰草中

含有多种活性成分,以蒽醌类、酚类、黄酮类、挥发性

物质类、有机酸类、木脂素类、三萜类、甾体类、脂类

等化合物为主。现代药理学研究表明,马兰草具有

较强的抗菌、止咳、抗炎镇痛、保肝等药理作用[6-11]。
马兰草配方颗粒是由马兰草饮片经水提取浓缩

干燥而成,具有免煎易服、易储存、携带方便、便于调

剂等优点,满足了随证加减的临床用药特点,已经成

为马兰草临床用药的重要形式。因此,建立完善的

马兰草配方颗粒质量评价方法,规范其质量标准,并
明确该颗粒与传统临床汤剂的物质基础一致性,对
保障其临床安全有效应用具有重要意义[12-14]。国

家药品监督管理局于
 

2021
 

年发布的《中药配方颗

粒质量控制与标准制定技术要求》(以下简称《技术

要求》)明确了“标准汤剂”的概念及标准汤剂的制备

方法与工艺[15-17]。
目前,尚无文献报道马兰草标准汤剂及配方颗

粒的相关研究[18-21],不利于马兰草配方颗粒的临床

配伍使用。本研究收集了15
 

批不同产地的马兰草

药材,根据《技术要求》制备标准汤剂,采用超高效液

相色谱法(ultra
 

performance
 

liquid
 

chromatography,

UPLC)建立了马兰草标准汤剂和配方颗粒的指纹

图谱,并确立了马兰草标准汤剂和配方颗粒中隐绿

原酸、咖啡酸、阿魏酸、3,5-O-二-咖啡酰奎宁酸和

4,5-O-二-咖啡酰奎宁酸的含量测定方法。以出膏

率、指纹图谱、5种指标成分含量及转移率为指标,
并结合化学模式识别分析,多维度衡量了马兰草配

方颗粒与标准汤剂的一致性,为马兰草配方颗粒的

生产工艺的研究提供依据。

1 材 料

1.1 仪 器

超高效液相色谱仪(1290
 

Infinity
 

Ⅱ),安捷伦

有限公 司 提 供;数 控 超 声 波 清 洗 器(KQ-500DA
型),昆山市超声仪器有限公司提供;旋转蒸发仪

(RE-5205A),上海亚荣生化仪器厂提供;陶瓷保健

壶,湖州市港钿工艺制作厂提供;电子天平(HLD-
30002),杭州友恒称重设备公司提供;万分之一天平

(AL104),梅特勒-托利多仪器(上海)有限公司提

供;循环水真空泵(SHZ-D
 

Ⅲ),巩义市予华仪器有

限公司提供;低温冷却液循环水泵(DLSB-5/20B),
郑州长城科工贸有限公司提供;真空冷冻干燥机

(TRL-0.5),大连双瑞科技有限公司提供;电热恒温

干燥箱(202-2AB),天津市泰斯特仪器有限公司提

供;电热鼓风恒温干燥箱(101-4A),沪南电炉烘箱

厂提供;电热恒温水浴锅(HH-S6A),北京科伟永兴

仪器有限公司提供。

1.2 药 剂

隐绿原酸对照品(批号:DSTDY003503,质量

分数:98%),成都乐美天医药科技有限公司提供;
咖啡酸 对 照 品(批 号:110885-201703,质 量 分 数:

99.7%)、阿魏酸对照品(批号:110773-202316,质量

分数:99.3%)、3,5-O-二-咖啡酰奎宁酸对照品(批
号:111782-202309,质量分数:95.9%)、4,5-O-二-
咖啡酰奎宁酸对照品(批号:111894-202205,质量分

数:94.9%)、马 兰 草 对 照 药 材 (批 号:121309-
202105),均由中国食品药品检定研究院提供;马兰
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草配方颗粒(批号:210501、210502、210503,分别

编号为KL1—KL3),国药集团同济堂(贵州)制药

有 限 公 司 提 供;麦 芽 糊 精 (MD20)(批 号:

2020122251),中粮生化能源(公主岭)有限公司提

供;甲醇(批号:20221101,分析纯)、磷 酸(批 号:

20220801,分析纯),均由重庆川东化工(集团)有限公

司提供;乙腈(批号:F25P9M201,分析纯),赛默飞(世
尔)科技有限公司提供;水为纯化水,由实验室自制。

经贵州中医药大学药学院吴之坤主任药师鉴

定,15批马兰草药材(来源及编号见表
 

1)为菊科植

物马兰
 

Kalimeris
 

indica(L.)Sch.-Bip.
 

的 干 燥

全草。
表1 马兰草不同制品信息表

Tab.1 Information
 

table
 

of
 

different
 

products
 

of
 

Kalimeris
 

indica
 

(L.)
 

Sch.-Bip.

产 地 药材编号 饮片编号
标准汤剂

编号

配方颗粒

编号

贵州省遵义市 MLC210315-01 YP1 S1 KL1
贵州省铜仁市 MLC210315-02 YP2 S2 KL2
贵州省安顺市 MLC210315-03 YP3 S3 KL3
贵州省遵义市 MLC210315-04 YP4 S4
贵州省遵义市 MLC210315-05 YP5 S5
四川省成都市 MLC210315-06 YP6 S6
四川省攀枝花市 MLC210315-07 YP7 S7
四川省成都市 MLC210315-08 YP8 S8
四川省绵阳市 MLC210315-09 YP9 S9
四川省达州市 MLC210315-10 YP10 S10
云南省曲靖市 MLC210315-11 YP11 S11
云南省曲靖市 MLC210315-12 YP12 S12
云南省玉溪市 MLC210315-13 YP13 S13
云南省曲靖市 MLC210315-14 YP14 S14
云南省丽江市 MLC210315-15 YP15 S15

2 方法与结果

2.1 马兰草标准汤剂冻干粉及配方颗粒的制备

2.1.1 马兰草标准汤剂冻干粉的制备

由于仅有1977年版《中华人民共和国药典》(以
下简称《中国药典》)收录有马兰草炮制方法,本文以

《中国药典》1977
 

年版一部中马兰草(鱼鳅串)饮片

“炮制”项[2]所示方法为依据,炮制表1中的15
 

批马

兰草药材,得到15批马兰草(鱼鳅串)饮片(批号同

于相应的药材批号,分别编号为 YP1—YP15)。分

别称取
 

15批马兰草饮片不少于
 

100
 

g,置于陶瓷保

健壶中,加水煎煮2次,第1次煎煮加14倍量水,浸
泡30

 

min,武火(功率为500
 

W,下同)煮沸后文火(功
率为200

 

W,下同)保持微沸30
 

min,煎液经300目

(47~53
 

μm,下同)筛网趁热过滤,滤液冷却至室温

后记录煎液质量。第2次加12倍量水,武火加热煮

沸后文火保持微沸20
 

min,煎液用300目筛网趁热

过滤,滤液冷却至室温后记录煎液质量,合并2次煎

液,减压浓缩,冷冻干燥,即得
 

15
 

批标准汤剂冻干

粉(分别编号为S1—S15),见表1。

2.1.2 马兰草配方颗粒的制备
 

根据《贵州省中药配方颗粒质量标准》(第二十二

批)[22],制 备 马 兰 草 配 方 颗 粒。取 马 兰 草 饮 片

4
 

300
 

g,第1次煎煮加14倍量水,第2次加12倍量

水,滤过,合并2次滤液,滤液浓缩成清膏,加入辅料

(麦芽糊精,下同)适量,干燥(或干燥并粉碎),再加入

辅料适量,混匀,制粒,制成1
 

000
 

g马兰草配方颗粒。

2.1.3 色谱条件
 

本文所用色谱柱为Ecosil
 

UHPLC
 

COLUMN
 

C18(150
 

mm×2.1
 

mm,1.9
 

μm),以乙腈为流动相

A,以0.1%(体积分数,下同)乙酸溶液为流动相B,
流速为0.25

 

mL/min,柱温为30
 

℃,检测波长为

327
 

nm,按表2中程序进行梯度洗脱,理论塔板数

按咖啡酸计算,应不低于5
 

000。

表2 梯度洗脱程序

Tab.2 Gradient
 

elution
 

program

时间/min φ(流动相)A/% φ(流动相)B/%
0~5 5→7 95→93
5~15 7 93
15~25 7→12 93→88
25~35 12 88
35~42 12→17 88→83
42~52 17 83
52~57 17→23 83→77
57~75 23→30 77→70

2.1.4 参照物溶液的制备

取马兰草对照药材约1
 

g,精密称定,置具塞锥

形瓶中,精密加入水60
 

mL,称定质量,水浴回流

2
 

h,放冷,再称定质量,用水补足减失的质量,摇匀,
滤过,取续滤液,即得。

2.1.5 对照品溶液的制备

取隐绿原酸、咖啡酸、阿魏酸、3,5-O-二-咖啡酰

奎宁酸和4,5-O-二-咖啡酰奎宁酸对照品适量,精
密称定,加75%(体积分数,下同)甲 醇,制 成 每

1
 

mL含50
 

μg隐绿原酸、80
 

μg咖啡酸、60
 

μg阿魏

酸、70
 

μg
 

3,5-O-二-咖啡酰奎宁酸、60
 

μg
 

4,5-O-二-
咖啡酰奎宁酸的对照品溶液,即得。

2.1.6 供试品溶液的制备

本文采用单因素实验分别对提取方式、提取溶

剂、提取时间和取样量等进行考察,确定供试品溶液

的制备方式。具体如下:取马兰草配方颗粒或标准

汤剂冻干粉,研细,混匀,取约0.3
 

g,精密称定,置具

塞锥形瓶中,精密加入75%甲醇20
 

mL,称定质量,
超声处理(功率为500

 

W,频率为40
 

kHz)30
 

min,

192
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放冷,再称定质量,用75%甲醇补足减失的质量,摇
匀,滤过,取续滤液,即得。

2.2 马兰草标准汤剂和配方颗粒
 

UPLC
 

指纹图谱

研究

2.2.1 专属性试验
 

取制备马兰草配方颗粒所使用的麦芽糊精适

量,按照“2.1.5”项下制备方法制备成阴性对照品溶

液。取马兰草配方颗粒供试品溶液、混合对照品溶

液、空白溶剂(75%甲醇,下同)、阴性对照品溶液,按
“2.1.3”项下方法测定,获得专属性分析色谱图,如
图1所示。以峰5(即咖啡酸峰)为参照峰,用S表

示(下同)。由图1
 

c)—d)可看出,空白溶剂和阴性

对照品溶液的色谱图中无色谱峰,这表示阴性对照

无干扰,说明方法专属性良好。
 

  峰2—隐绿原酸;峰5(S)—咖啡酸;峰11—阿魏酸;峰15—3,5-O-二-咖啡酰奎宁酸;峰17—4,5-O-二-咖啡

酰奎宁酸。

图1 马兰草配方颗粒的专属性分析色谱图

Fig.1 Specific
 

analytical
 

chromatogram
 

of
 

Kalimeris
 

indica(L.)Sch.-Bip.
 

formula
 

granules

2.2.2 重复性试验
 

精密称取同一批号马兰草配方颗粒样品
 

6
 

份,
按“2.1.6”项下方法制备供试品溶液,按“2.1.3”项
下色谱条件测定,考察各共有峰相对保留时间和相

对峰面积的一致性。结果显示,各共有峰相对保留

时间的RSD均小于2%,相对峰面积的
 

RSD均小

于3%,供试品指纹图谱相似度大于0.90,表明该方

法的重复性较好。

2.2.3 中间精密度试验
 

由
 

2名分析人员在不同日期分别按“2.1.6”项
下方法分别制备

 

6
 

份供试品溶液,利用不同仪器按

“2.1.3”项下色谱条件检测,以咖啡酸峰为参照峰,
考察各共有峰相对保留时间和相对峰面积的一致

性。结果显示,各共有峰相对保留时间的
 

RSD均小

于3%,相对峰面积的
 

RSD均小于3%,供试品指纹

图谱相似度大于0.90,表明该方法的中间精密度

较好。
 

2.2.4 稳定性试验
 

取同一供试品溶液,分别于
 

0、2、4、8、12、24
 

h
 

按

“2.1.3”项下色谱条件测定,以咖啡酸峰为参照峰,考
察各共有峰相对保留时间和相对峰面积的一致性。
结果显示,各共有峰相对保留时间的

 

RSD均小于

1%,相对峰面积的
 

RSD均小于3%,供试品指纹图谱

相似度大于0.90,表明供试品溶液的稳定性较好。

2.2.5 指纹图谱的建立

取15批马兰草标准汤剂和3批马兰草配方颗

粒样品,按“2.1.6”项下方法制备供试品溶液,按
“2.1.3”项下色谱条件测定。然后,将数据导入“中
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药色谱指纹图谱相似度评价系统”(2012
 

版),得到

马兰草标准汤剂和配方颗粒指纹图谱,见图2。对

15批马兰草标准汤剂和3批马兰草配方颗粒的指

纹图谱进行多点校正和 Mark峰匹配后,导入对照

药材图谱(用 R 表示),见图3。图谱中,共标定

23个共有峰,并指认了其中5个成分。

  峰2—隐绿原酸;峰5(S)—咖啡酸;峰11—阿魏酸;峰15—3,5-O-二-咖啡酰奎宁酸;

峰17—4,5-O-二-咖啡酰奎宁酸。

图2 马兰草标准汤剂和配方颗粒指纹图谱

Fig.2 Fingerprint
 

spectrum
 

of
 

standard
 

decoction
 

and
 

formula
 

granules
 

of
 

Kalimeris
 

indica
 

(L.)
 

Sch.-Bip.
 

  峰2—隐绿原酸;峰5(S)—咖啡酸;峰11—阿魏酸;峰15—3,5-O-二-咖啡酰奎宁酸;

峰17—4,5-O-二-咖啡酰奎宁酸。

图3 马兰草标准汤剂对照图谱(R)
Fig.3 Reference

 

chromatogram
 

(R)
 

of
 

standard
 

decoction
 

of
 

Kalimeris
 

indica
 

(L.)
 

Sch.-Bip.

2.2.6 马兰草配方颗粒与标准汤剂的指纹图谱比较

采用“中药色谱指纹图谱相似度评价系统”
(2012

 

版)计算相似度,马兰草的配方颗粒与标准汤

剂对照指纹图谱的相似度均大于0.90,配方颗粒

(KL1—KL3)与相应标准汤剂(S1—S3)的图谱相似

度大于0.95,表明配方颗粒的生产工艺较为稳定,且
化学成分与标准汤剂一致性较好。15

 

批马兰草标准

汤剂与对照指纹图谱的相似度大于0.90,说明不同批

次马兰草饮片所制备的标准汤剂具有较高的相似度。

2.2.7 聚类分析
 

将15批马兰草标准汤剂指纹图谱中的23个特

征峰的峰面积按制成量折算为配方颗粒的峰面积,
将折算后的峰面积和3批配方颗粒的峰面积导入

SPSS
 

22.0软件进行聚类分析,结果见图4。
在聚类分析中,欧氏距离是多维空间中两点之

间的直线几何距离,用来量化2组样品多指标数据
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图4 15批马兰草标准汤剂和3批配方颗粒

指纹图谱聚类分析

Fig.4 Cluster
 

analysis
 

of
 

fingerprint
 

spectra
 

for
 

15
 

batches
 

of
 

standard
 

decoction
 

of
 

Kalimeris
 

indica(L.)

Sch.-Bip.
 

and
 

three
 

batches
 

of
 

formula
 

granules

的整体差异。距离数值越小,表示2份样品成分组

成越接近;数值越大,表示差异越显著。由图4可

见,当刻度距离为10时,可分为
 

2
 

类,即:标准汤剂
 

S1—S6、S8、S10—S13、S15
 

和配方颗粒
 

KL1—KL3
聚为一类;标准汤剂

 

S7、S9和S14聚为一类。这说

明配方颗粒的生产工艺较稳定,其化学成分与标准

汤剂一致性较好。

2.2.8 主成分分析

将
 

15
 

批马兰草标准汤剂的UPLC
 

指纹图谱中

23个特征峰的峰面积按制成量折算为配方颗粒峰

面积,将折算后的峰面积和
 

3
 

批配方颗粒的峰面积

导入SPSS
 

22.0
 

软件进行主成分分析,以特征值大

于1
 

为提取标准得到
 

2
 

个主成分,其方差贡献率

分别为58.545%、37.029%,累 积 方 差 贡 献 率 为

95.574%,可以代表
 

23个共有成分的大部分信息。结

果发现,配方颗粒与标准汤剂的成分基本一致。利用
 

SPSS
 

22.
 

0
 

给出的成分矩阵,计算主成分得分系数矩

阵,通过旋转后的因子载荷矩阵得到主成分表达式。

Y1 =0.125X1-0.046X2+0.003X3+0.132X4 +
0.031X5+0.050X6+0.067X7+0.069X8+
0.024X9+0.133X10+0.099X11+0.072X12+
0.070X13-0.180X14+0.074X15-0.034X16-
0.093X17+0.118X18-0.132X19+0.100X20+
0.044X21+0.181X22-0.150X23,

Y2 = -0.090X1+0.139X2+0.073X3-0.096X4+
0.039X5+0.016X6-0.006X7-0.010X8+
0.043X9-0.098X10-0.055X11-0.014X12-
0.011X13+0.301X14-0.016X15+0.121X16+
0.196X17-0.078X18+0.240X19-0.052X20+
0.023X21-0.167X22+0.266X23。

由表达式可知,对第1主成分(Y1)影响较大的

共有峰是1、4、10、14、18、19、20、22、23号色谱峰,对
第2主成分(Y2)影响较大的是2、14、16、17、19、22、

23号色谱峰。以2个主成分的得分向量建立坐标

系得到主成分分析得分图,见图5。15批标准汤剂

(S1—S15)和3批配方颗粒(KL1—KL3)分布集中,
表明配方颗粒生产工艺的稳定性较好,其成分与标

准汤剂一致性较好,以上结果与相似度评价、聚类分

析的结果一致。

图5 15批马兰草标准汤剂和3批配方颗粒的

主成分分析得分图

Fig.5 PCA
 

score
 

plot
 

of
 

15
 

batches
 

of
 

standard
 

decoction
 

of
 

Kalimeris
 

indica
 

(L.)
 

Sch.-Bip.
 

and
 

three
 

batches
 

of
 

formula
 

granules

2.3 马兰草标准汤剂和配方颗粒的
 

UPLC
 

定量

方法研究
 

2.3.1 专属性考察
 

同“2.2.1
 

专属性试验”。

2.3.2 线性关系考察
 

精密称取5个指标成分的对照品适量,置于

50
 

mL容量瓶内,加甲醇制成每1
 

mL含31.712
 

8
 

μg
隐绿原酸、41.777

 

4
 

μg咖啡酸、37.455
 

6
 

μg阿魏酸、

30.242
 

8
 

μg
 

3,5-O-二-咖啡酰奎宁酸和35.554
 

4
 

μg
 

4,5-O-二-咖啡酰奎宁酸的混合溶液,摇匀,即得5个

指标成分的混合对照品储备液,置于冰箱内备用。
将混合对照品储备液分别稀释1.25、1.56、1.95、

2.44、3.05、3.81、7.63、15.26、30.52倍,按照质量

浓度从低到高顺序为混合对照品溶液编号,依次

为1—9。按照“2.1.3”项下色谱条件进样分析,每
个质量浓度平行进样

 

2
 

次,以质量浓度为横坐标

(X),色谱峰峰面积的积分值为纵坐标(Y)进行线

性回归,得到5个指标成分的回归方程和相关系

数,结果见表3。由表可知,5个指标成分在各自

范围内的线性关系良好。
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表3 5个指标成分的质量浓度与色谱峰峰面积的线性关系

Tab.3 Linear
 

relationship
 

between
 

the
 

mass
 

concentration
 

of
 

five
 

indicator
 

components
 

and
 

the
 

peak
 

area
 

of
 

chromatographic
 

peaks
指标成分 回归方程 r 线性范围/(μg/mL)

隐绿原酸 Y=15.420
 

0x-5.077
 

6 0.999
 

6
 

1.039
 

2~31.712
 

8
咖啡酸 Y=12.430

 

0x+3.498
 

3 0.999
 

9
 

1.369
 

0~41.777
 

4
阿魏酸 Y=10.238

 

0x+2.085
 

0 0.999
 

9
 

1.227
 

3~37.455
 

6
3,5-O-二-咖啡酰基奎宁酸 Y=9.756

 

8x+1.206
 

9 0.999
 

8
 

0.991
 

0~30.242
 

8
4,5-O-二-咖啡酰基奎宁酸 Y=10.686

 

0x+2.292
 

7 0.999
 

8
 

1.165
 

0~35.554
 

4

2.3.3 中间精密度考察
 

由
 

2
 

个分析人员在不同日期分别按“2.1.6”项
下方法制备

 

6
 

份供试品溶液,利用不同仪器按

“2.1.3”项下色谱条件检测,结果马兰草配方颗粒中

隐绿原酸、咖啡酸、阿魏酸、3,5-O-二-咖啡酰奎宁酸

和4,5-O-二-咖啡酰奎宁酸峰面积的
 

RSD分别为

1.25%、2.57%、1.36%、1.82%和1.77%,表明方

法的中间精密度良好。

2.3.4 稳定性考察
 

取KL1批次马兰草配方颗粒供试品溶液,分别

于制备后
 

0、2、4、8、12、24
 

h,按“2.1.3”项下色谱条件

进样测定,隐绿原酸、咖啡酸、阿魏酸、3,5-O-二-咖啡

酰奎宁酸和4,5-O-二-咖啡酰奎宁酸峰面积的
 

RSD
 

分别为0.48%、0.43%、0.53%、0.88%和0.67%,表
明供试品溶液在

 

24
 

h
 

内的稳定性良好。

2.3.5 重复性考察
 

精密称取KL1批次马兰草配方颗粒样品6份,
按“2.1.6”项下方法制备供试品溶液,按“2.1.3”项
下色谱条件进样分析,隐绿原酸、咖啡酸、阿魏酸、

3,5-O-二-咖啡酰奎宁酸和4,5-O-二-咖啡酰奎宁酸

含 量 的 RSD 分 别 为 0.82%、0.97%、1.06%、

1.36%
 

和0.85%,表明该方法的重复性良好。

2.3.6 准确性考察
 

取已知含量的 KL1批次的马兰草配方颗粒

0.15
 

g,精密称定6份,依次分别精密加入用75%甲

醇溶解的混合对照品溶液20
 

mL(隐绿原酸、咖啡

酸、阿魏酸、3,5-O-二-咖啡酰奎宁酸和4,5-O-二-咖
啡酰奎宁酸的质量浓度分别为0.004

 

74、0.004
 

46、

0.003
 

61、0.000
 

70、0.002
 

64
 

mg/mL);称定样品

质量,按“2.1.6”项下供试品溶液制备方法制成供试

品溶液,按“2.1.3”项下色谱条件检测,计算加样回收

率。结果表明,5种指标成分的平均加样回收率分别

为
 

99.05%、98.68%、100.01%、99.63%和100.08%,
说明该方法的准确性良好,符合分析要求。

2.3.7 马兰草配方颗粒与标准汤剂出膏率、有效成

分含量及转移率比较

对标准汤剂和配方颗粒的出膏率、有效成分含

量及转移率进行测定,结果见表4—表9。

表4 5个指标成分在15批马兰草药材中的含量

Tab.4 Content
 

of
 

five
 

indicator
 

components
 

in
 

15
 

batches
 

of
 

Kalimeris
 

indica
 

(L.)
 

Sch.-Bip.
 

medicinal
 

materials

mg/g
项 目 ω(隐绿原酸) ω(咖啡酸) ω(阿魏酸) ω(3,5-O-二-咖啡酰基奎宁酸) ω(4,5-O-二-咖啡酰基奎宁酸)

S1 0.29 0.39 0.24 0.08 0.22
S2 0.26 0.45 0.24 0.07 0.20
S3 0.24 0.52 0.22 0.07 0.19
S4 0.24 0.45 0.16 0.06 0.14
S5 0.23 0.41 0.24 0.06 0.19
S6 0.26 0.58 0.25 0.07 0.20
S7 0.25 0.43 0.26 0.08 0.20
S8 0.23 0.56 0.26 0.07 0.19
S9 0.27 0.42 0.29 0.07 0.21
S10 0.19 0.42 0.20 0.07 0.19
S11 0.27 0.45 0.25 0.08 0.19
S12 0.30 0.24 0.27 0.07 0.19
S13 0.30 0.25 0.30 0.07 0.20
S14 0.34 0.25 0.34 0.08 0.24
S15 0.31 0.37 0.26 0.07 0.18
均值 0.26 0.41 0.25 0.07 0.19
SD 0.04 0.10 0.04 0.01 0.02
均值的70%~130% 0.19~0.34 0.29~0.54 0.18~0.33 0.05~0.09 0.14~0.25
均值±2SD 0.19~0.34 0.21~0.62 0.17~0.33 0.06~0.08 0.15~0.24
均值±3SD 0.15~0.38 0.10~0.72 0.13~0.38 0.05~0.09 0.13~0.26
最小值~最大值 0.19~0.34 0.24~0.58 0.16~0.34 0.06~0.08 0.14~0.24
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表5 马兰草标准汤剂的出膏率及5个指标成分的转移率

Tab.5 Extract
 

yield
 

and
 

transfer
 

rate
 

of
 

five
 

indicator
 

components
 

of
 

standard
 

decoction
 

of
 

Kalimeris
 

indica
 

(L.)
 

Sch.-Bip.
%

项 目 出膏率

转移率

隐绿原酸 咖啡酸 阿魏酸
3,5-O-二-咖啡

酰基奎宁酸
4,5-O-二-咖啡

酰基奎宁酸

S1 28.13 69.20 47.51 71.08 47.56 52.35

S2 26.42 66.31 47.63 67.39 48.27 43.94

S3 25.63 66.93 46.93 66.89 47.16 49.79

S4 18.84 33.77 34.56 45.66 26.29 25.91

S5 24.85 67.95 37.52 44.54 44.81 47.70

S6 26.54 63.27 42.16 57.83 44.44 49.33

S7 28.87 82.62 46.94 41.49 46.72 57.74

S8 25.81 77.54 35.66 36.21 42.42 52.68

S9 27.76 74.44 40.55 30.98 39.90 51.73

S10 23.12 59.54 28.44 34.56 30.62 35.55

S11 26.17 56.85 29.91 32.34 32.02 49.09

S12 25.62 45.53 39.22 38.72 33.89 44.80

S13 27.49 61.53 51.69 43.33 45.36 56.10

S14 32.52 79.95 65.96 48.97 77.87 60.79

S15 25.53 54.64 40.27 54.55 50.65 44.47
均值 26.22 64.00 42.33 47.64 43.87 48.13

SD 2.95 13.01 9.39 13.16 11.95 8.73
均值的70%~130% 18.35~34.09 44.80~83.20 29.63~55.03 33.35~61.93 30.71~57.03 33.69~62.57
均值±2SD 20.32~32.12 37.98~90.03 23.54~61.12 21.31~73.96 19.97~67.77 30.67~65.59
均值±3SD 17.37~35.07 24.97~103.04 14.15~70.51 8.14~87.13 8.02~79.72 21.94~74.32
最小值~最大值 18.84~32.52 33.77~82.62 28.44~65.96 30.98~71.08 26.29~77.87 25.91~60.79

表6 5个指标成分在15批马兰草标准汤剂的含量

Tab.6 Content
 

of
 

five
 

indicator
 

components
 

in
 

15
 

batches
 

of
 

standard
 

decoction
 

of
 

Kalimeris
 

indica
 

(L.)
 

Sch.-Bip.
mg/g

项 目 ω(隐绿原酸) ω(咖啡酸) ω(阿魏酸) ω(3,5-O-二-咖啡酰基奎宁酸) ω(4,5-O-二-咖啡酰基奎宁酸)

S1 0.71 0.66 0.61 0.14 0.40

S2 0.65 0.81 0.60 0.13 0.33

S3 0.63 0.95 0.58 0.12 0.37

S4 0.42 0.83 0.40 0.08 0.19

S5 0.62 0.62 0.42 0.11 0.36

S6 0.63 0.92 0.54 0.12 0.37

S7 0.72 0.70 0.38 0.12 0.41

S8 0.70 0.77 0.36 0.11 0.40

S9 0.72 0.61 0.33 0.10 0.38

S10 0.50 0.51 0.29 0.09 0.29

S11 0.59 0.51 0.30 0.10 0.36

S12 0.53 0.37 0.41 0.09 0.33

S13 0.68 0.47 0.48 0.12 0.40

S14 0.83 0.50 0.51 0.18 0.44

S15 0.66 0.58 0.55 0.13 0.32
均值 0.64 0.66 0.45 0.12 0.36

SD 0.10 0.17 0.11 0.02 0.06
均值的70%~130% 0.45~0.83 0.46~0.85 0.32~0.59 0.08~0.15 0.25~0.46
均值±2SD 0.44~0.84 0.31~1.00 0.23~0.67 0.07~0.17 0.23~0.48
均值±3SD 0.34~0.94 0.14~1.18 0.12~0.78 0.05~0.19 0.17~0.54
最小值~最大值 0.42~0.83 0.37~0.95 0.29~0.61 0.08~0.18 0.19~0.44
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表7 按制成量计算5个指标成分在15批马兰草配方颗粒中的含量

Tab.7 Contents
 

of
 

five
 

indicator
 

components
 

in
 

15
 

batches
 

of
 

Kalimeris
 

indica
 

(L.)
 

Sch.-Bip.
 

formula
 

granules
 

calculated
 

by
 

production
 

quantity
 

mg/g
项 目 ω(隐绿原酸) ω(咖啡酸) ω(阿魏酸) ω(3,5-O-二-咖啡酰基奎宁酸) ω(4,5-O-二-咖啡酰基奎宁酸)

S1 0.85 0.80 0.74 0.16 0.49
S2 0.73 0.92 0.68 0.15 0.37
S3 0.70 1.05 0.64 0.14 0.41
S4 0.34 0.67 0.32 0.07 0.15
S5 0.66 0.66 0.45 0.12 0.38
S6 0.71 1.05 0.61 0.14 0.42
S7 0.90 0.87 0.47 0.15 0.50
S8 0.78 0.85 0.40 0.13 0.44
S9 0.85 0.73 0.39 0.12 0.46
S10 0.49 0.51 0.29 0.09 0.28
S11 0.67 0.58 0.34 0.11 0.41
S12 0.58 0.41 0.45 0.10 0.36
S13 0.80 0.56 0.56 0.14 0.47
S14 1.15 0.70 0.71 0.25 0.62
S15 0.72 0.64 0.60 0.15 0.35
均值 0.73 0.73 0.51 0.13 0.41
SD 0.19 0.19 0.15 0.04 0.11
均值的70%~130% 0.51~0.95 0.51~0.95 0.36~0.66 0.09~0.18 0.28~0.53
均值±2SD 0.36~1.10 0.35~1.11 0.21~0.81 0.05~0.22 0.20~0.62
均值±3SD 0.17~1.29 0.16~1.30 0.06~0.95 0.01~0.26 0.09~0.72
最小值~最大值 0.34~1.15 0.41~1.05 0.29~0.74 0.07~0.25 0.15~0.62

  注:制成量为23.3%。

表8 中试所得马兰草配方颗粒中5个指标成分的含量

Tab.8 Contents
 

of
 

five
 

indicator
 

components
 

in
 

the
 

Kalimeris
 

indica
 

(L.)
 

Sch.-Bip.
 

formula
 

granules
 

obtained
 

from
 

the
 

pilot
 

test

配方颗粒

编号

对应饮片

编号
出膏率/%

ω(隐绿原酸)/
(mg/g)

ω(咖啡酸)/
(mg/g)

ω(阿魏酸)/
(mg/g)

ω(3,5-O-二-咖啡酰

基奎宁酸)/(mg/g)
ω(4,5-O-二-咖啡酰

基奎宁酸)/(mg/g)

KL1 YP1 21.85 0.63 0.59 0.48 0.09 0.35
KL2 YP2 22.52 0.58 0.79 0.46 0.11 0.29
KL3 YP3 22.03 0.53 0.83 0.43 0.09 0.31

表9 中试所得马兰草配方颗粒中5个指标成分的转移率

Tab.9 Transfer
 

rates
 

of
 

five
 

indicator
 

components
 

in
 

the
 

Kalimeris
 

indica
 

(L.)
 

Sch.-Bip.formula
 

granules
 

obtained
 

from
 

the
 

pilot
 

test
%

配方颗粒编号 对应饮片编号 隐绿原酸 咖啡酸 阿魏酸 3,5-O-二-咖啡酰基奎宁酸 4,5-O-二-咖啡酰基奎宁酸

KL1 YP1 47.96 32.89 43.16 26.94 35.41
KL2 YP2 50.82 39.45 43.89 33.96 33.32
KL3 YP3 48.25 35.10 42.48 30.82 35.57

  为计算5个指标成分从饮片到配方颗粒/标准

汤剂的转移率,需测定隐绿原酸、咖啡酸、阿魏酸、

3,5-O-二-咖啡酰奎宁酸和4,5-O-二-咖啡酰奎宁酸

在饮片中的含量。经过考察后,确定的测定方法如

下:分别取15批马兰草饮片粉末约1
 

g,过3号筛,
精密称定,置具塞锥形瓶中,精密加入水60

 

mL,称
定质量,水浴加热回流2

 

h,放冷,再称定质量,用水

补足减失的质量,摇匀,滤过,取续滤液,按“2.1.3”
项下色谱条件进行测定,并计算饮片中5种指标成

分的质量分数。由表5—表6可知:5种指标成分从

饮片到标准汤剂的转移率分别为33.77%~82.62%、

28.44%~65.96%、30.98%~71.08%、26.29%~
77.87%、25.91% ~60.79%,平 均 值 分 别 为

64.00%、42.33%、47.64%、43.87% 和 48.13%;

15批标准汤剂的出膏率为18.84%~32.52%,出膏

率平均值为26.22%;15批马兰草标准汤剂中隐绿

原酸、咖啡酸、阿魏酸、3,5-O-二-咖啡酰奎宁酸和

4,5-O-二-咖啡酰奎宁酸的质量分数分别为0.42~
0.83、0.37~0.95、0.29~0.61、0.08~0.18 和

0.19~0.44
 

mg/g。
配方颗粒在制备过程中加入了一定量的辅料,

按制成量折算15批标准汤剂中隐绿原酸、咖啡酸、
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阿魏酸、3,5-O-二-咖啡酰奎宁酸和4,5-O-二-咖啡

酰奎宁酸的质量分数在配方颗粒中理论质量分数平

均值分别为0.73、0.73、0.51、0.13、0.41
 

mg/g,

5种指标成分在配方颗粒中的理论质量分数范围均

取平均值±2SD值的范围,则分别为0.36~1.10、

0.35~1.11、0.21~0.81、0.05~0.22和0.20~
0.62

 

mg/g。
采用统计学平均值±2SD值方法计算各成分的

合理波动区间,可有效覆盖饮片来源、批次差异带来

的天然物质波动,能够科学、客观地反映药材固有质

量差异范围,所建立的限度区间具备良好的包容性

与科学性。测定中试所得马兰草配方颗粒中隐绿原

酸、咖 啡 酸、阿 魏 酸、3,5-O-二-咖 啡 酰 奎 宁 酸 和

4,5-O-二-咖啡酰奎宁酸的质量分数分别为0.53~
0.63、0.59~0.83、0.43~0.48、0.09~0.11 和

0.29~0.35
 

mg/g(见表8)。将所得5个指标成分

的含量与上述理论限度区间逐一比对,结果显示

3批配方颗粒中5个指标成分的含量符合所制定配

方颗粒的含量限度要求,各批次样品的5个指标成

分含量均落在统计学合理波动区间之内,无超出上

限或下限的异常数据。中试所得马兰草配方颗粒中

5个指标成分的转移率分别为47.96%~50.82%、

32.89%~39.45%、42.48%~43.89%、26.94%~
33.96%和33.32%~35.57%(见表9)。这表明本

研究建立的制备工艺稳定可靠,成品颗粒中核心活

性成分保留稳定、质量均一性良好。
综上所述,15批马兰草标准汤剂出膏率跨度较

大,反映出不同批次马兰草饮片内的物质积累存在

天然差异;5种酚酸类成分由饮片至标准汤剂的转

移率差异显著,隐绿原酸平均转移率最高,二-咖啡

酰奎宁酸类成分转移率偏低,这与不同成分的水溶

性、分子结构特性直接相关。饮片至配方颗粒的整

体转移率明显低于标准汤剂,推测浓缩、干燥等制粒

工序会造成热敏性酚酸少量降解损耗。结合辅料折

算得到配方颗粒各指标成分理论含量区间,3批配

方颗粒实测含量均在该限度范围内,说明本研究的

标准汤剂制备工艺能充分溶出饮片中的活性酚酸类

成分,依托标准汤剂数据建立的配方颗粒含量限度

包容性良好,配套制粒工艺稳定可控,可作为马兰草

配方颗粒质量控制依据。

3 结 语

本文以标准汤剂的出膏率、特征图谱和5种指

标成分的含量及转移率等为考察指标,较全面地评

价了不同批次标准汤剂的质量,可为马兰草配方颗

粒的质量标准研究提供依据。具体结论如下。

1)
 

15批马兰草标准汤剂(S1—S15)和3批配

方颗粒(KL1—KL3)的 UPLC
 

指纹图谱有23个共

有峰;3
 

批配方颗粒与其对应标准汤剂的指纹图谱

相似度均大于0.95,15
 

批标准汤剂的指纹图谱相似

度大于0.90;聚类分析显示3
 

批配方颗粒可与
 

12批

标准汤剂聚为一类;主成分分析显示15批标准汤剂

和3批配方颗粒分布较为集中。

2)
 

15
 

批马兰草标准汤剂(S1—S15)中隐绿原

酸、咖啡酸、阿魏酸、3,5-O-二-咖啡酰奎宁酸和4,5-
O-二-咖啡酰奎宁酸从饮片到配方颗粒的转移率基

本符合从饮片到标准汤剂转移率平均值的±2SD值

的范围;出膏率为18.84%~32.52%;5种成分的质

量分数分别为
 

0.42~0.83、
 

0.37~0.95、
 

0.29~
0.61、

 

0.08~0.18和0.19~0.44
 

mg/g;5种成分

从饮 片 到 标 准 汤 剂 的 转 移 率 分 别 为33.77%~
82.62%、28.44%~65.96%、30.98%~71.08%、

26.29%~77.87%和25.91%~60.79%;中试所得

马兰草配方颗粒(KL1—KL3)的5种指标成分从饮

片到配方颗粒的转移率分别为47.96%~50.82%、

32.89%~39.45%、42.48%~43.89%、26.94%~
33.96%和33.32%~35.57%。这说明马兰草配方

颗粒制备工艺合理,与马兰草饮片临床汤剂物质基

础基本一致。
本研究仅从化学层面开展了马兰草配方颗粒与

标准汤剂的一致性评价,样本覆盖范围有限,缺少药

效等效性验证;依托现有质量评价体系研究基础,后
续研究将增加样品量,并结合药效实验,建立化学成

分联合药效的综合质量评价体系。
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